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@ Vorrichtung und Verfahren fur Laser- Rastermikroskopie 

@ Durch die vorliegende Erfindung wird etn Verfahren zum 
Bestimmen der Feinstruktur von Materialien durch ein 
ntchtlineares Laser-Rastermtkroskop bereitgestellt, wobei 
das Verfahren die Schritte aufweist: Erzeugen eines Bildes 
einer Probe (8) durch Abtasten ausgewahttar Punkte der 
Probe (8) durch einen fokussierbaren Laserstrahl mit einer 
vorgegebenen Grundfrequenz um die Punkte anzuregen 
und Signale zu erzeugen* die die dritte Oberwellenfrequenz 
3w bezuglich der Grundfrequenz w aufweisen, Sammeln der 
Signale durch etne Sammeletnrichtung (10)« Hera usf litem im 
wesentlichen aller Signale mit einer von der dritten Oberwel- 
lenfrequenz 3w verschiedenen Frequenz bus den gesamnnet- 
ten Sign a ten, Zufuhren der gefilterten Signale mit der 
Frequenz 3w zu etnem Detektor (24) und Speichem des 
Ausgangssignals des Detektors fur eine Verarbeitung und 

" fur etne Darsteilung. Femer wird ein nichtlineares Laser-Ra- 

Cstermikroskop bereitgestetlt das dazu geeignet i$t, ein Bild 
einer Probe (8) durch punktweises Abtasten der Probe (8) 
durch einen fokussierbaren Laserstrahl mit einer vorgegebe- 
nen Grundfrequenz zu erzeugen. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft den Bereich der 
optischen Mikroskopie und insbesondere ein Verfahren 
und cine Vorrichtung zum Bestimmen der Weinstruktur 
von Materialien mit Hilfe der Laser-Rastermikroskopie. 

In der modernen optischen Mikroskopie werden zu- 
nehniend verschiedenartige Laser-Rastermikroskopie- 
verfahren verwendet, wie beispielswejse die konfokale 
Mikroskopie. Dabei ergeben sich zahlreiche Vorteile, 
z. B. eine erhohte Tiefenempfindlichkeit, wodurch Quer- 
schnittansichten der Proben erhalien werden konnen, 
sowie eine digitale Bilderfassung, wodurch verschieden- 
artige digitale Bildyerarbeitungsverfahren ermoglicht 
werden. 

Ein bekanntes Problem in der optischen Mikroskopie 
ist jedoch die Beobachtung und Untersuchung licht- 
durchlassiger Objekte oder Proben. Um eine Phasenin- 
formation von solchen Proben zu erhalten, wurden eini- 
ge ausgeklugelte Verfahren entwickelt, wie beispiels- 
weise ein Phasenkontrastverfahren bzw. die Phasen- 
kontrastmikroskopie, bei der nicht-beobachtbare Pha- 
senunterschiede des eine Probe durchlaufenden Lichts 
in beobachtbare Amplitudenunterschiede umgewandelt 
werden, oder die Differential-Interferenzkontrastmi- 
kroskopie, durch die ahnliche Ergebnisse erzielt werden. 

Diese Verfahren basieren jedoch auf dem linearen 
Brechungsindex n des Mediums, der, z. B. fur optische 
Glaser, sich hochstens um einen Faktor 2 andert, was 
insgesamt gesehen ein zu schmaler Bereich zum Aufl5- 
sen feiner Unterschiede zwischen Inhomogenitaten 
Oder UnregelmaBigkeiten eines lichtdurchlassigen Me- 
diums, naher Grenzflachen und von in anderen Medien 
eingebetteten dunnen Schichten ist. deren lineare Bre- 
chungsindizes n sich jeweils nur um sehr kleine Werte 
unterscheiden. 

Um diese Schwierigkeiten zu Oberwindea wurde ein 
optisches Rastennikroskop entwickelt, durch das Abbil- 
dungen basierend auf zweiten Oberwellen erzeugt wer- 
den. Obwohl durch dieses Mikroskop bessere Kontrast- 
pegel und eine bessere Auflosung von Details erzielt 
werden soil als durch herkommliche Mikroskopie, ist die 
Verwendung des basierend auf zweiten Oberwellen ar- 
beitenden Mikroskops auf die Beobachtimg von Mate- 
rialien begrenzt, die eine nicht-zentrischsymmetrische 
Struktur aufweisen, und damit lediglich auf bestimmte 
kristalline Materialien und andere besonders struktu- 
rierte bzw. auf gebaute Materie. 

Daher ist es eine Aufgabe der Erfindung. die Nach- 
teile und Einschrankungen der vorstehend beschriebe- 
nen herkommlichen Verfahren bzw, Systeme zu iiber- 
winden und ein Laser-Rastermikroskop bereitzustellen, 
durch das hochaufgeloste Bilder von Proben einer belie- 
bigen Materialart erzeugt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Ver- 
fahren zum Bestimmen der Feinstruktur von Materia- 
lien durch ein nichtlmeares Laser-Rastermikroskop ge- 
lost, wobei das Verfahren die Schritte aufweist: Erzeu- 
gen eines Bildes einer Probe durch Abtasten ausgewahl- 
ter Stellen bzw. Punkte der Probe durch emen fokus- 
sierbaren Laserstrahl mit ein r vorgegebenen Grund- 
frequenz w, um die Punkte anzuregen und Signale zu 
erzeugen. die die dritte Oberwellenfrequenz 3w bezug- 
lich der Grundfrequenz w aufweisen, Sammeln der Si- 
gnale durch ine Sammeleinrichtung, Herausfiitem im 
wesentlichen all r Signale fit einer von der dritten Ober- 
wellenfrequenz 3w verschiedenen Frequenz aus den ge- 
sammelten Signalen, Zufuhren der gefilterten Signale 
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mit der Frequenz 3w zu einem Detektor und Speichem 
des Ausgangssignals des Detektors fur eine Verarbei- 
tung und fur eine Darstellung. 
Durch die Erfindung wird femer ein nichtlineares La- 
5 ser-Rastermikroskop bereitgestellt, das dazu geeignet 
ist, ein Bild einer Probe durch punktweises Abtasten der 
Probe durch emen fokussierbaren Laserstrahl mit einer 
vorgegebenen Grundfrequenz zu erzeugen, um die 
Punkte anzuregen und Signale zu erzeugen, die eine 

10 Oberwellenfrequenz bezugUch der Grundfrequenz auf- 
weisen, wobei die Signale in einer Speichereinrichtung 
gespeichert werden, um sie zu verarbeiten und darzu- 
stellen, und die Oberwellenfrequenz die dritte Oberwel- 
lenfrequenz bezuglich der Grundfrequenz ist In einem 

15 Bereich von hochintensivem Licht der Frequenz w er- 
zeugen alle Materialien einen Anteil von Licht mit der 
dritten Oberwellenfrequenz 3w, wobei dieser Anteil von 
der dritten Potenz dem cinfallenden Lichts und vom 
nichtlinearen Materialkoeffizienten X(^ abhangt Er 

20 hangt auBerdem vom Phasenanpassungszustand, d.h. 
von der Beziehung der Phasengeschwindigkeiten der 
Grund- und der Oberwelle ab. Es ist bekannt, daB, auch 
bei einer perfekten Phasenanpassung, ein eng fokussier- 
ter Strahl in einem homogenen Medium aufgrund der 

25 Geometrie der Wechselwirkung keine dritte Oberwelle 
erzeugt, dennoch hat sich gezeigt, daB deutliche Signale 
mit der dritten Oberwellenfrequenz in inhomogenen 
Medien, nahen Grenzflachen und in dunnen Material- 
schichten, die in anderen Medien eingebettet sind, er- 

30 zeugt werden konnen. Diese Signale werden auch dann 
erzeugt, wenn die Brechungsindizes der Schichten sehr 
nahe beieinander liegen, wie nachstehend beschrieben. 
Durch ein Laser-Rastermikroskop, durch das das er- 
zeugte Licht mit der dritten Oberwellenfrequenz ge- 

35 messen wird, werden Grenzflachen imd kleine Objekte 
erfaBt, deren Erzeugungskoeffizient oder -wirkungs- 
grad fur die dritte Oberwelle sich von demjenigen des 
tmigebenden Mediums imterscheidet. 
Der Erzeugungswirkungsgrad fur die dritte Oberwei- 

40 le unterscheidet sich fur verschiedene lichtdurchlassige 
Materialien (d. h. weit von optischen Resonanzen) we- 
sendicL Fur verschiedene optische Glaser kann sich 
XP) beispielsweise um einen Faktor 100 unterscheiden, 
wahrend, wie vorstehend beschrieben, die Brechungsin- 

45 dizes n der Materialien sich moglicherweise nur um ei- 
nen Faktor 2 unterscheiden. Durch eine Naherungs- 
theorie fur Gase wird vorausgesagt, daB X(^)={n^—\y 
ist, tmd die Intensitat des lichts mit der dritten Oberwel- 
lenfrequenz proportional zu [Xp)P0(n2- 1)^ ist, was be- 
so deutet, daB kleine Indexunterschiede in groBe Erzeu- 
gungswirkungsgrade fur die dritte Oberwelle umge- 
wandelt werden. Die Erzeugung der dritten Oberwelle 
soUte daher zum Erfassen von Materialunterschieden 
geeignet sein. AuBerdem kann durch ein derartiges Mi- 

55 kroskop aufgrund der auftretenden Nichtlinearitat ein 
Volumen untersucht werden, das kleiner ist als seine 
tatsachliche Feld- oder Rastertiefe, so daB das Mikro- 
skop eine sehr gute raumliche Auflosung sowohl in der 
Tiefen- als auch in der Seitenrichtung aufweist 

60 Die Erfindung wird nachstehend in Verbindung mit 
bestimmten bevorzugten Ausfuhrungsformen unter Be- 
zug auf die beigefiigten schematischen Figuren be- 
schrieben; es zeigen: 
Fig. 1 das Prinzip der Arbeitsw ise eines basierend 

65 auf den dritten Oberwellen arbdtenden Mikroskops; 
Fig. 2 eine schematische Darstellung einer ersten 
Ausfuhrungsform eines nichtiinearen Rastermikro- 
skops; 
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Fig. 3 eine schematische Darstellung einer zweiten 
Ausfuhrungsform eines nichtlinearen Rastermikro- 
skops; 

Fig. 4 die Intensitat der Erzeugung der dritten Ober- 
wellen und die Aufiosung wahrend eines z-Achsen-Ab- 5 
tastvorgangs eines 15 \im dicken Wasserfilms zwischen 
zwei Glasplatten, wobei der Brennpunkt des Objektivs 
an der Grenzflache liegt; 

Fig. 5 eine ahnliche Probe, wobei der Wasserfilm et- 
wa 1,5 pin dick ist; 10 

Fig 6 die Abtastergebnisse fiir eine Probe mit einem 
Wasserfilm mit ein^r Dicke von etwa 1 |im; und 

Fig. 7 die Abtastergebnisse eines 15 \Lm dicken Ol- 
fibns zwischen zwei Glasplatten. 

Fig. I zeigt eine schematische Darstellung der Arbeits- 15 
weise des basierend auf den dritten Oberwellen arbei- 
tenden Mikroskops- Das Mikroskopobjektiv 2 fokus- 
siert einen hochintensiven Kurzimpulslaserstrahl 4 mit 
einer Grundfrequenz w zu einem kleinen Lichtfleck 6 
innerhalb der Probe 8, wo eine dritte Oberwelle TH mit 20 
einer Frequenz 3w erzeugt wird Die dritte OberweDe 
wird durch eine SammeUinse 10 gesammelt, durchlauft 
ein Filter 12, in dem jegliche Restanteile des Original- 
strahls mit der Grundfrequenz w herausgefiltert wer- 
den, und wird schlieBlich erfaBt Die Probe e wird ent- 25 
weder durch Bewegen der Probe in die x- und/oder y- 
und/oder z-Richtung (d. h. entlang einer Linie und/oder 
uber eine Ebene und/oder durch ein Volumen) oder 
durch Bewegen des Laserstrahls abgetastet Die von 
alien Punkten erzeugten Signale mit der dritten Ober- 30 
wellenfrequenz werden elektronisch erfaBt, um ein Bild 
zu erzeugen. 

Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung einer er- 
sten Ausfuhrungsform eines nichtlinearen Laser-Ra- 
stermikroskops. Es ist eine hochintensive Laserquelle 14 35 
dargestellt, die eine Kurzimpulsquelle sein muB, so daB 
die erforderliche Spitzenleistung erreicht werden kann, 
ohne daB mittlere Leistungspegel erreicht werden, 
durch die die Probe zerstort wurde. Am geeignetsten 
sind Laserquellen im nahen Infrarotbereich (zwischen 1 40 
und 2 \imX so daB das erzeugte Licht mit der dritten 
Oberwellenfrequenz im sichtbaren Bereich oder in der 
Nahe des sichtbaren Bereichs liegt Eine derartige Quel- 
le konnte ein CW-Laser fiir einen festen WeUentyp oder 
Modus (CW mode -locked laser) mit Impulsen im subpi- 45 
cosekundenbereich sein, der eine mittlere Leistung von 
10 bis 100 mW erzeugt 

Fig- 2 zeigt auBerdem einen dichroitischen Strahlent- 
eiler 16, der den Laserstrahl in die Mikroskopachse ab- 
lenkt und sichtbares Licht fiir eine Sichtuntersuchung 50 
der Probe durchlaBt 

AuBerdem ist endang der optischen Achse des Mikro- 
skops ein normales Hochleistungsmikroskopobjektiv 2 
(vergl. auch Fig. 1) dargestellt. durch das das Licht vom 
Laser 14 in die Probe 8 fokussiert wird, um das Licht mit 55 
der dritten Oberwellenfrequenz zu erzeugen. 

Bei dieser Ausfiihrungsform wird die Abstastbewe- 
gung durch einen Abtastmechanismus iS erzeugt, der 
den Mikroskoptisch 20 in vorgegebenen Schritten und 
Richtungen bewegt 60 

Das modifizierte Licht, das durch die SammeUinse 10 
uber einen Ablenkspiegel 22 gesammelt wurde, erreicht 
nun das Filter 12, wo das gesamte Untergrundlicht mit 
der Grundfrequenz w herausgefiltert wird und nur reine 
Signale mit der dritten Oberwellenfrequenz durchgelas- 65 
sen werdend die durch einen Detektor 24, z. B. einen 
Photovervielfacher, erfaBt werden. Das elektronisch er- 
zeugte Bild wird auf dem Bildschirm eines Computers 
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26 dargestellt 

Bei der in Fig. 3 dargestellten modifizierten Ausfiih- 
rungsform wird der .Abtastvorgang durch eine bekannte 
Abtastanordnung 28 durch den Laserstrahl selbst 
durchgefiihrt AuBerdem kann der Abtastmechanismus 
18 von Fig. 2 mit der Abtastanordnung 28 kombiniert 
werdea 

Die Fig. 4 bis 7 zeigen die Ergebnisse von-mit dem in 
Fig. 2 dargestellten Rastermikroskop durchgefuhrten 
Probelauf en. Als Probe diente ein zwischen zwei Glas- 
platten eingeschlossener diinner Wasserfihn (Fig. 4 bis 
6)oderOlOFig. 7). 

Der Aufbau wies einen bei 1^5^ emittierenden 
Kurzimpulslaser (Spectra-Physics OPAL) auf, und der 
Strahl wurde unter Verwendung eines Objektivs Zeiss 
Plan-Achromat xlOO (Nj^ 1,4) in die Probe fokussiert 
Die Probe wurde entlang der optischen Achse (z- Achse) 
in Schritten von 0,1 pm mit Hiife eines computergesteu- 
erten, durch einen Motor angetriebenen Tischs abgeta- 
stet Das Licht mit der dritten Oberwellenfrequenz hatte 
eine Wellenlange von 0,516 jim. 

Die Fig. 4 bis 6 zeigen die Intensitat der dritten Ober- 
wellensignale (in willkiirlichen Einheiten) fiir einen Was- 
serfilm. wenn die Probe durch den Brennpunkt des Ob- 
jektivs bewegt wird An den beiden Grenzflachen Glas- 
Wasser-Glas kann eine starke Intensitat dritter Ober- 
wellensignaie beobachtet werden. Die Intensitat dritter 
Oberwellensignale hat einen Spitzenwert, wenn der 
Brennpunkt an der Grenzflache angeordnet ist, und 
nimmt auf semen halben Spitzenwert ab, wenn die Pro- 
be um etwa 1 \im bewegt wird Die beiden Grenzflachen 
konnen auch dann aufgelost werden, wenn der Film 
etwa 1,5 pm dick ist, wie in Fig. 5 dargestellt; untsrhalb 
dieses Wertes konnen die Grenzflachen nicht mehr auf- 
gelost werden, wobei eine starke Intensitat dritter 
Oberwellensipale jedoch noch inamer die Position des 
Films kennzeichnei, wie in Fig. 6 dargestellt Dieses Er- 
gebnis bestetigt, daB kleine (Submikrometer) Objekte 
durch die Erzeugung dritter Oberwellen erfaBt werden 
konnen, die durch die Objekte erzeugt werden, wenn sie 
in einer gleichmaBigen Matrix eingebettet sind. 

Fig. 7 zeigt ein ahnliches Ergebnis fiir einen 15 \un 
dicken Olfilm Das Ol ist fiir Mikroskopie verwendetes 
Immersionsol (n — 1^16), dessen Brechungsindex dem- 
jenigen der Glaswande der Zelle angepaSt ist Trotzdem 
ist, wie dargestellt, an beiden Glas-Ol-Grenzflachen die 
Intensitat der dritten Oberwellensignale hoch. 

Dadurch wird verdeutlicht, daB durch die Erzeugung 
dritter Oberwellen auch dann Unterschiede zwischen 
Materialien erfaBt werden konnen, wenn die linearen 
Eigenschaften (Brechungsindex n, Absorpuonsvermd- 
gen) der Materialien ahnlich sind Durch die Verwen- 
dung dritter Oberwellen konnte eine dreidimensionale 
Verteilungsmatrbc einer Probe erstellt werden und 
konnten Informationen erhalten werdend die durch ge- 
genwartig verfiigbare andere Mikroskopietechniken 
nicht oder kaum erhalten werden konnen. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Bestimmen der Feinstruktur von 
Materialien din-ch ein nichtlineares Laser-Raster- 
mikroskop. mit den Schritten: 
Erzeugen eines Bildes einer Probe durch Abtasten 
ausgewahlter Punkte der Probe durch einen fokus- 
sierbaren Laserstrahl mit einer vorgegebenen 
Grundfrequenz w, um die Punkte anzuregen und 
Signale zu erzeugen, die dritte Oberwellenfrequen- 
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zen 3w bezuglich der Grundfrequenz w aufweisen; 
Sammeto der Signale durch eine Sammeleinrich- 
tung; 

Herausfiltern im wesentlichen aDer Signale mit ei- 
ner von der dritten Oberwellenfr quenz 3w ver- 5 
schiedenen Frequenz auf den gesanunelten Signa- 
len; 

Zufuhren der gefilterten Signale mit der Frequenz 
3w zu einem Detektor; und 

Speichem des Ausgangssignals des Detektors fur 10 
eine Verarbeitiing und fur erne Darstellung. 
Z Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Abtast- 
vorgang durch erzeugen einer Relativbewegung 
zwischen dem fokussierbaren Strahl und der Probe 
durchgefuhrt wird. 15 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 
Abtastvorgang entlang einer Linie und/oder Uber 
eine Ebene und/oder durch ein Volumen der Probe 
durchgefuhrt wird 

4. Nichtlineares Laser-Rastermikroskop zum Er- 20 
zeugen eines wildes einer Probe durch punktweises 
Abtasten der Probe durch einen fokussierbaren La- 
serstrahl mit einer vorgegebenen Grundfrequenz, 
um die Pxmkte anzuregen und Signale zu erzeugen, 
die eine Oberwellenf requenz bezuglich der Grund- 25 
frequenz aufweisen, wobei die Signale m einer 
Speichereinrichtung fur eine Verarbeitung und 
Darstellung gespeichert werden. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oberwellenfrequenz die dritte 
Oberwellenfrequenz bezuglich der Grundfrequenz 30 
ist 

5. Mikroskop nach Anspruch 4, wobei der Strahl 
durch einen Kurzimpulslaser erzeugt wird. 

6. Mikroskop nach Allspruch 5, wobei der Kurzim- 
pulslaser un nahen Infrarotspektrumbereich betrie- 35 
ben wird, so daB die dritte Oberwelle im sichtbaren 
oder im Ultraviolett-Wellenlangenbereich ange- 
prdnet ist 

7. Mikroskop nach einem der Anspruche 4 bis 6, 
femer mit einer Einrichtung zum Erzeugen einer 40 
Relativbewegung zwischen dem fokussierbaren 
Strahl und der Probe. 

8. Mikroskop nach einem der Anspruche 5 bis 7, 
wobei der Kurzimpulslaserstrahl durch einen CW- 
Laser fur einen festen Modus mit Impulsen im Sub- 45 
picosekundenbereich erzeugt wird 
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